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る。我々は組織で特異的に発現している遺伝子を迅速にスクリーニングするために従来の Differential Display 法に
改良を加えて配列特異的 Differential Display 法 (Sequence Specific Differential Display , SS-DD) を開発した。
従来法である Differential Display 法はさまざまな癌細胞特異的に発見する遺伝子を同定するのに有効な手段であ
り広く用いられている o しかし，技術的制約として mRNA の 3' 非翻訳領域を中心に比較的短い PCR 産物を増幅す
るため偽陽性のバンドが見られることなどの問題点があり，癌組織から抽出した RNA を対象にした多数症例でのス
クリーニングに直接使用するのはほぼ不可能であった。これら問題を解決するために SS-DD では 5 ' primer を
arbitary decamer でなく 20mer の degenerate primer にすることにより PCR の annealing 温度を高め， さらに Ex­
Taq polymerase を用いることで長鎖のPCR 産物を生じさせるようにして個人差による偽陽性を防いだ。
この研究では small G protein に対する degenerate primer を使い，甲状腺癌組織において特異的に発見が増減し
ている mRNA を SS-DD でスクリーニングすることを試みた。
【方法】
1 ) 材料の調製:手術時に摘出された甲状腺正常組織12例，漉胞腺腫 9 例，乳頭癌15例を収集し， AGPC 法によ
り total RNA を抽出した。
2) RNA から cDNA の逆転写 :RNA を DNase 処理したのち， oligo dT にて逆転写して cDNA を合成した。
3) SS-DD : 3' primer を poly A taillこアンカーする primer， 5' primer を small G protein ファミリーの 5'
側のコンセンサス配列に対する degenerate primer とした。 Ex Taq Polymerase とホットスタート法を用いて PCR
を行った。
PCR の反応条件は下記のとおりである。
940C 2' 1 cycle 
940C 400C 2' 720C 5' 2 cycles 
940C 550C 1 ' 720C 3' 35 cycles 
???
(Auto 8egment Extension 5 秒)




8emi-quantitative RT-PCR と Northern blotting で確認した。
【成績】
88-DD によるスクリーニングで甲状腺乳頭癌で発現低下のみられた遺伝子のうち，その一つは，塩基配列解析で
c-fos mRNA であることが確認された。 8emi-quantitative RT-PCR，および Northern blotting で発現量を検討
した結果， c-fos mRNA は12例すべての正常甲状腺組織で恒常的な発現が検出されたのに対し，乳頭癌15例中14例，
鴻胞腺腫 9 例中 7 例の組織では正常に比べて発現が低下していた。
【総括】






甲状腺癌の癌化のメカニズムを解明するために本研究では従来の Differential Display 法に改良を加えた 8e­
quence 8pecific Differential Display (88-DD) 法を開発し，これを用いて甲状腺癌組織での mRNA の発現量をス
クリーニングした。
88-DD 法によって c-fos mRNA が甲状腺乳頭癌で減少していることを見出し， さらにこの結果を 8emi­
quantitative RT -PCR と Northern blotting 法によって確認した。すべての正常甲状腺組織で c-fos が検出された
のに対して乳頭癌ではほとんど検出されなかった。
本研究は 88-DD 法が従来の Differential Display 法の弱点を克服した有用なものであることを証明し，さらに甲
状腺癌における c-fos の発現に関し新たな知見を加えたものである o 以上より本研究は学位の授与に値すると考え
られる。
